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00 (54) Title: METHOD FOR SEPARATING BACTERIAL CELLS AND CELL COMPONENTS 
00 

O (54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR AUFREINIGUNG VON BAKTERIENZELLEN UND ZELLBESTANDTEILEN 

o 

(57) Abstract: The invention relates to a method for selectively separating bacterial cells and/or cell components, whereby the 
O separation is carried out using a solid support 

o 

(57) Zusammenfassung; Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur selektiven Aufreinigung von Bakterienzellen 
^ und/oder Zellbestandteilen, wobei die Aofreinigung mlttels eines festen Tragers durchgefuhrt wird. 
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5 Verfahren zur Aufreinigung von Bakterienzellen und Zellbestandteilen 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur selektiven Aufreinigung von 
Bakterienzellen und/oder Zellbestandteilen, wobei die Aufreinigung mittels eines festen Tragers 
10 durchgefUhrt wird, 

Ausgangspunkt fast jeder Weiterverarbeitung, Analyse oder Isolierung von Zellbestandteilen ist 
die Anreicherung der Zellen, die „Zellernte". Diese wird ublicherweise mittels Zentrifugation 
durchgefiihrt. Dieser Zentrifugationsschritt stellt das Hauptproblem bei der vollstandigen 

15 Automatisierung von Verfahren, wie der Plasmidaufreinigung dar, da neben dem hohen 
technischen Aufwand zur Integration einer Zentrifuge in einen entsprechenden 
Verarbeitungsroboter eine extrem hohe Prazision bei Start- und Stop-Position des 
Zentrifugationsvorganges benotigt wird. Automatische Verfahren der Weiterverarbeitung, 
Analyse oder Isolierung von Zellbestandteilen beginnen daher in der Regel mit bereits 

20 ausserhalb des Verarbeitungsroboters angereicherten, abzentrifugierten oder sedimentierten 
Zellen. So ist zum Beispiel fur eine schnelle Analyse von vollstandigen Genomen, Proteornen, 
aber auch der raschen Struktur- und Funktionsaufklarung in Hochdurchsatzverfahren eine 
moglichst vollstandige Automatisierung der dabei relevanten Verfahren essentiell. Dabei ist die 
Automatisierung z.B. in der Genomanalyse bereits weit fortgeschritten: Sowohl die 

25 Bakterienanzucht, als auch die Plasmidisolierung kdnnen automatisch durchgefiihrt werden. Eine 
vollstandige Automatisierung des Verfahrens einschlieBlich der Zellernte ist bisher jedoch nicht 
durchfuhrbar. Insbesondere eine selektive Zellernte, also die spezifische Anreicherung 
bestimmter Zellen aus einer Zellmischung ist mit den derzeit tiblichen Emte verfahren nicht 
mdglich. 

30 

tTblicherweise wird die Zellernte mit den folgenden Verfahren durchgefiihrt: Das 
Standardverfahren der Zellernte ist die unspezifische Abzentrifugation der Bakterienkulturen. 
Dazu ist gerade bei Verfahren, die fur hoheren Durchsatz ausgelegt werden sollen, eine 
Mikrotiterplattenzentrifuge n5tig. Jedoch ist die Zentrifugation als solches nicht zur 
35 Automatisierung geeignet. 

Die Filtration der kultivierten Zellen iiber entsprechende Filtermembranen ist zwar als solches 
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moglich, jedoch ermoglicht auch diese nur eine unspezifische Anreicherung der Zellen. Dariiber 
hinaus ist das Verfahren bei hochangereicherten Zellsuspensionen und der damit einhergehenden 
hohen Viskositat der Losungen sehr storanfallig beziiglich Verstopfungen. 

5 Die fluoreszenzaktivierte Zellsortierung ist ein Verfahren, bei dem ein sehr dunner 
Fliissigkeitsfaden eingesetzt wird, der iiber Laser eine Sortierung und Anreicherung einzelner 
fiuoreszenzmarkierter Zellen ermfiglicht. Durch den Einsatz entsprechender Fluoreszenzlabel ist 
zwar eine gewisse Spezifitat der Anreicherung moglich, durch den diinnen Fliissigkeitsfaden ist 
das Verfahren auf geringe Volumina und damit geringen Durchsatz limitiert. Somit kOnnten nur 
10 geringe Zellmengen angereichert werden, was fur die Weiterverarbeitung oder Analyse von 
Zellbestandteilen nicht ausreichend ist. Die hohen Kosten fur die apparative Ausstattung 
verhindert zudem die starke Verbreitung der Technik und bremst die Parallelisiening, die fur 
eine Hochdurchsatzzellernte nStig ist, 

15 Bei der magnetischen Zellseparation werden die Zellen direkt iiber ionische Wechselwirkungen 
an Magnetpartikel gebunden und durch Anlegen eines Magnetfeldes lokal aufkonzentriert. 
Derartige Verfahren zur unspezifischen Konzentrierung von Bakterien werden von Chemagen 
(EP 1 118 676), Genpoint (WO 01/53525, WO 98/51693), Merck (WO 00/29562), sowie 
Promega (US 6,284,470) oder Amersham (WO 91/12079) seit kurzem zur vollstandigen 

20 Automatisierung der Aufarbeitung von Plasmid- oder genomischer DNA inklusive der Zellernte 
vertrieben. Diese Magnetpartikel haben jedoch den Nachteil, dass sie die Bakterien einerseits 
unspezifisch und andererseits jedoch nicht jede Bakterienspecies gleich gut binden. Aufgrund 
der Unspezifitat der Bindung sind sogar unterschiedliche Bindeeffizienzen bei verschiedenen 
Stammen einer Spezies zu beobachten (Merck, WO 00/29562). 

25 

Daher liegt der Erfindung die Aufgabe zu Grunde, ein Verfahren bereitzustellen, mit dem 
Bakterienzellen und Zellbestandteile selektiv und vollautomatisch angereichert werden konnen, 
und das in ein automatisiertes Analyse- oder Isolierungsverfahren eingebaut werden kann sowie 
in der Bereitstellung von festen Tragern zur selektiven Anreicherung von Bakterienzellen oder 
30 Zellbestandteilen. 

Die Aufgabe wird durch den in den Patentanspruchen definierten Gegenstand gelost. 

Die nachfolgenden Figuren erlautern die Erfindung. 

2 
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Figur 1 zeigt in einer Graphik die Zeitabhahgigkeit der pl2-abhangigen Bindung von E.coli an 
raagnetische Beads. Die Werte geben die B-Galaktosidase-Aktivitat imraobilisierter Zellen in 
relativen Einheiten an. VEC (Rautensymbole) bedeutet: 2-Schritt-Verfahren (Vorinkubation von 
Zellen und pl2, anschliessende Bindung an magnetische Beads). VC (Quadrate) bedeutet: 1- 
5 Schritt-Verfahren (Vorcoating von pl2 an magnetische Beads, anschliessende Immobilisiening 
von Zellen). -pi 2 (Dreiecke) bedeutet: Hintergrund (unspezifische Zellbindung an Beads ohne 
pl2). 

Figur 2 zeigt in einer Graphik die Bindung von E.coli an magnetische Beads liber den 
10 Bakteriophagen T4. Die Werte geben die 13-Galaktosidase-Aktivitat imraobilisierter Zellen in 
relativen Einheiten an. VK. bedeutet: 2-Schritt-Verfahren (Vorinkubation von Zellen und T4, 
anschliessende Bindung an magnetische Beads). VC bedeutet: 1 -Schritt-Verfahren (Vorcoating 
von T4 an magnetische Beads, anschliessende hnmobilisierung von Zellen). K bedeutet: 
Hintergrund (unspezifische Zellbindung an Beads ohne T4). 

15 

Figur 3 zeigt in einem graphischen Vergleich die Ausbeuten von E.coli Zellen aus verschiedenen 
Medien. -pl2 kennzeichnet die Ergebnisse ohne N-Strep-pl2. +pl2 kennzeichnet die Ergebnisse 
mit N-Strep-pl2. Schraffierte Balken zeigen die Ergebnisse mit dem Stamm E.coli LE392, 
ausgefullte Balken kennzeichnen die Ergebnisse mit dem Stamm E.coli JM83, LB, SOB, SOC, 
20 TB und YT 2x bezeichnen die jeweiligen Medien in denen der Versuch durchgefuhrt wurde. Die 
Werte sind angegeben als Ausbeuten in % der eingesetzten Zellen ermittelt iiber die Streuung 
des Uberstandes bei 600 nra nach Pelletierung der gebundenen Zellen mittels eines Magneten. 

Figur 4 zeigt graphisch das Ergebnis der Plasmidisolierung nach Ernte von E.coli mit pl2 nach 
25 dem 2-Schritt-Verfahren. Stamm DHlOb mit Plasmid pUCl9. 1: Zentrifugierte Zellen, DNA- 
Isolierung iiber solid phase extraction, 2: Mit dem erfindungsgemaGen 2-Schritt-Verfahren 
geemtete Zellen, DNA-Isolierung iiber solid phase extraction, 3: Zentrifugierte Zellen, DNA- 
Isolierung iiber magnetische Beads, 4: ' Mit dem erfindungsgemaBen 2-Schritt-Verfahren 
geemtete Zellen, DNA-Isolierung magnetische Beads, 5: Standard. 

30 

Figur 5 zeigt in einer graphischen Darstellung die Anreicherung von E.coli Zellen aus 10ml 
Kulturvolumen, ausgehend von Zellsuspensionen unterschiedlicher Zelldichte (10 9 -10 7 CFU/ml). 
Graph A: die ausgemllten Balken geben die li-Galaktosidase-Aktivitat der iiber N-Strep-pl2 
gebundenen Zellen an, die schraffierten Balken zeigen den Hintergrund ohne pi 2. Graph B: die 

3 
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ausgefiillten Balken geben die B-Galaktosidase-Aktivitat der uber T4-bio gebundenen Zellen an, 
die schraffierten Balken zeigen den Hintergrund ohne T4. 

Figur 6 zeigt schematisch die Lebend-Ernte von E.coli uber biotinyliertes pi 2 und Streptavidin- 
5 Beads. Die ausgefiillten Balken geben die Streuung bei 600 ran nach 2h Wachstum an. Die 
schraffierten Balken markieren die 6-Galaktosidase-Aktivitat der Zellen. Die AbkUrzungen 
bedeuten: P12: Bestimmungen der immobilisierten Zellen an den Beads, PI2-EDTA: 
Bestimmungen der von den Beads nach der Bindung abgelosten Zellen (Uberstand nach EDTA- 
Behandlung), EDTA-pl2: Immobilisierung der Zellen an die Beads wurde durch die Gegenwart 
10 von EDTA verhindert; Bestimmungen der unspezifischen Zellen an den Beads, K. 
Kontrollversuch ohne pl2; Bestimmungen an den Beads. 

Figur 7 zeigt tabellarisch die selektive Bindung von pl2 an Bakterienzellen. Tabelle A listet die 
pl2-abhangige Bindung verschiedener E.coli Sta'mme auf, Tabelle B gibt die Spezifitat der pi 2- 
15 abhangigen Bindung an. Die Abkiirzung n.d. steht fur nicht ermittelt, + bedeutet Bindung von 
p 12 an die angegebenen Bakterien, - bedeutet keine Bindung von pl2 an die Zellen, 

Figur 8 zeigt graphisch dargestellt die Spezifitat der pl2-abhangigen Bindung. Die Werte geben 
die Ausbeute von immobilisierten Zellen, ermittelt uber die Streuung im Uberstand bei 600 nm, 
20 an. Die schraffierten Balken geben die Werte fur die Zellbindung tiber N-Strep-pl2 an (= 
spezifische Bindung). Die dunklen ausgefullten Balken zeigen die Kontroile ohne pi 2 (- 
unspezifische Adsorption). Die hellen ausgefullten Balken geben die Werte fur die Zellbindung 
mit pl2, jedoch in Gegenwart von lOmM EDTA an (= unspezifische Adsorption). 

25 Figur 9 zeigt lichtmikroskopische und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der selektiven 
Bindung von E.coli an magnetische Beads uber T4-bio in einer Mischkultur aus E.coli und 
Serratia marrescens. Die E.coli Zellen wurden fluoreszenzmarkiert mit FITC-markiertem T4- 
pl2. Die linken Bilder zeigen lichtmikroskopische Aufnahmen, die rechten Bilder zeigen 
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen. Die oberen Bilder zeigen Aufnahmen eines Versuchs 

30 ohne T4-bio, die unteren Bilder zeigen Aufnahmen eines Versuchs mit T4-bio. 

Figur 10 zeigt in einer graphischen Darstellung das Ergebnis der Zellernte nach dem 2-Schritt- 
Verfahren mit N-Strep-pl2 aus Ldsungen mit unterschiedlicher Zellzahl. S/N-ratio bezeichnet 
das Signal-Rausch-Verhaltnis (Signal mit N Strep-pl2 dividiert durch Signal ohne N-Strep-pl2) 

4 
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der 13-Galactosidase-Reaktion der gebundenen E.coli Zellen, CFU/ml gibt die eingesetzten Zellen 
(cell forming units) pro ml an. Die Quadrate kennzeichnen die Ergebnisse der 13-Galactosidase- 
Aktivitat tiber Messung mit einem lumineszierenden Substrat, Die Rauten kennzeichnen die 
Ergebnisse der JJ-Galactosidase-Aktivitat tiber Messung mit einem fluoreszierenden Substrat. 

5 

Figur 11 zeigt in einer graphischen Darstellung das Ergebnis der Ernte von E.coli Zellen nach 
dem 1-Schritt-Verfahren mit T4pl2 kovalent gebunden an magnetische EM2-100/49 Beads 
(Merck Eurolab). +pl2 bezeichnet die Ergebnisse mit Beads mit T4pl2, -pi 2 bezeichnet die 
Ergebnisse mit Beads ohne T4pl2, DSMZ 613 bezeichnet die Ergebnisse mit dem Stamm E.coli 
10 DSMZ 613, DSMZ 13 127 bezeichnet die Ergebnisse mit dem Stamm E. coli DSMZ 13127. 

Figur 12 zeigt in einer graphischen Darstellung das Ergebnis der Ernte von E.coli Zellen nach 
dem 1-Schritt-Verfahren mit T4pl2 adsorbiert an magnetische PVA-Beads. Die Rauten 
kennzeichnen die Ergebnisse mit den Beads PVA-01 1 (Chemagen). Die Quadrate kennzeichnen 
15 die Ergebnisse mit den Beads PVA-01 2. Durchgehende Linien bezeichnen die Ergebnisse mit 
Beads an die T4pl2 adsorbiert wurde, gestrichelte Linien Beads ohne T4pl2. Die OD600 Werte 
geben die % geerateter Zellen in % der Streuung des Uberstandes nach Pelletierung der 
gebundenen Zellen mittels eines Magneten an. 

20 Der hier verwendete Ausdruck "Phagenproteine" oder "Bakteriophagenproteine" bezeichnet alle 
Proteine von Bakteriophagen, die an der Erkennung und Bindung der Bakterienzellen oder 
Zellbestandteilen beteiligt sind. Diese kCnnen je nach morphologischer Beschaffenheit der 
Phagen z.B. direkt auf der Phagenhulle oder auf speziellen Erkennungsstrukturen, den 
Schwanzfasern lokalisiert sein. Demzufolge bezeichnet der Ausdruck 

25 „Bakteriophagenschwanzproteine" die Phagenproteine, die den Bakteriophagenschwanz 
darstellen oder Teil des Bakteriophagenschwanzes sind. 

Der hier verwendete Ausdruck "Spezifitat" bedeutet, dass die Bakteriophagen oder 
Phagenproteine sowohl nur eine einzige Gattung oder Species oder auch Sub-Species von 
30 Bakterienzellen oder Zellbestandteile erkennen und binden, als auch, dass manche 
Bakteriophagen oder Phagenproteine auch bestimmte Bakteriengruppen erkennen und binden. 

Der hier verwendete Ausdruck "Aufreinigung" oder "Anreicherung" bedeutet das spezifische 
Abtrennen von Bakterienzellen oder Zellbestandteilen von der wassrigen Losung, z.B. dem 
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Kulturmedium, in der sich die Bakterienzellen oder Zellbestandteile befinden. Das Aufreinigen 
oder Anreichern wird dabei mit Hilfe von festen Tragern z.B. Magnetpartikeln Glaspartikel, 
Agarosepartikel, Reaktionsgef&Ben oder Mikrotiterplatten durchgefuhrt. 

5 Ein Aspekt der vorliegenden Erfindung besteht in der Bereitstellung eines Verfahrens zur 
selektiven Aufreinigung von Bakterienzellen oder Zellbestandteilen, umfassend die folgenden 
Schritte: (Zwei-Schritt-Verfahren) 

a) In Kontakt bringen von einer Bakterienzellen oder Zellbestandteile enthaltenden Probe mit 
Bakteriophagen und/oder Bakteriophagenproteinen, vorzugsweise mit einer Inkubation von 

1 0 etwa drei bis funf Minuten, 

b) anschliefiende Inkubation der Probe, enthaltend die Bakterienzellen oder Zellbestandteile und 
die Bakteriophagen und/oder Bakteriophagenproteine, mit einem festen Trager, 
vorzugsweise fur etwa drei bis 30 min, 

c) Trennen des festen Tragers mit den daran iiber die Bakteriophagen und/oder 
1 5 Bakteriophagenproteine gebundenen Bakterienzellen oder Zellbestandtei len von der Probe. 

Mit dem erfindungsgemaflen Verfahren konnen Bakterienzellen oder Zellbestandteile selektiv 
zum Beispiel aus Mischkulturen verschiedener Species oder einer Kultur einer Species 
angereichert werden. Anzureichemde Zellbestandteile konnen z.B. Endotoxine, Proteine, 

20 Nukleinsauren oder Saccharide sein. Die Selektivitat des Verfahrens wird durch die Auswahl 
geeigneter Bakteriophagen und/oder Bakteriophagenproteine ermoglicht. Bakteriophagen 
und/oder Bakteriophagenproteine eignen sich fur das erfindungsgemaTSe Verfahren am besten fur 
eine selektive Anreicherung der Bakterien oder der Zellbestandteile, da Phagen-Bakterien- 
Systeme in der Natur tiber lange Zeitraume evolviert sind, so dass die Phagen ihre 

25 Wirtsbakterien hochspezifisch und mit hoher Bindungsaffinitat erkennen. Fur das 
erfindungsgemaBe Verfahren werden vorzugsweise Bakteriophagenproteine verwendet, die fur 
die gewunschten nachzuweisenden Bakterien spezifisch sind. Bakteriophagen wie auch 
Bakteriophagenproteine habeh sich unter widrigen Umweltbedingungen entwickelt, so dass sie 
stabil gegeniiber EinflUssen wie Temperatur-, pH-Schwankungen (Burda et al., Biological 

30 Chemistry 2000, 381, 255-258) u.a. sind und somit in den unterschiedlichsten 
Aufreinigungspuffern eingesetzt werden k6nnen. 

Welche Bakteriophagen und/oder Bakteriophagenproteine verwendet werden, hangt davon ab, 
welche Bakterienarten aufgereinigt werden sollen. Fur eine anschliessende Plasmidaufreinigung 

6 
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werden Bakteriophagen und/oder Bakteriophagenproteine bevorzugt, die £.co//'-Bakterien 
selektiv fainden konnen, da diese Bakterien die zur Zeit gebrauchlichen fur eine 
Plasmidherstellung sind. Bereits jetzt steht eine groJ3e Zahl bekannter Bakteriophagen fur einen 
GroBteil der bisher beschriebenen Bakterien zur Verfugung und kann fur die selektive 
5 Bakterienanreicherung nutzbar gemacht werden. Die nachfolgende Tabelle gibt eine Ubersicht 
von Bakterien und den fur sie spezifischen Bakteriophagen, ohne den Anspruch auf 
Vollstandigkeit zu erheben. Die Phagen und die entsprechenden Wirtsbakterien sind u.a. bei 
folgenden Stammsammlungen erhaltlich: ATCC (USA), DSMZ (Deutschland), UKNCC 
(Groflbritannien), NCCB (Niederlande) und MAFF (Japan). DarQber hinaus konnen 
10 Bakteriophagen gegen entsprechende Bakterien bei Bedarf beispielsweise aus Umweltproben 
einfach nach Standardverfahren (Seeley, N.D. & Primrose, S.B., 1982, J. Appl. Bacteriol. 53, 1- 
17) isoliert werden. 



DaKIcrlcn. 


Phaaen 


Acholeplasma: 


Odr, 10tur, L2, L51, M1, MVG51, MV-L1, 01, SpV1, VI, V1, V2, V4, V5 


Adinomyceles; 


10a/016, 119, 29, 37, 43, 51, 59.1, A1-Dat, Aeh2, Blr, M1, MSP8. 0115-A, 015OA, 031C, P-a-1, PhiC, 
R1, R2, 5K1,SV2,VP5 


Actinoplanes/Micro- 
monospora: 


Ap3, Ap4, Mm1, Mm3, Mm4, Mm5, phiUW 51 


Aeromonas: 


43, 44RR2.81 65,Aeh1 


Aeromonas hydrophita: 


PM1 


Agrobacterium: 


PIIBNV6, PS8, psi, PT11 


AJcaligenes: 


8764, A5/A6, A6 


Mteromonas: 


PM2 


Amycolatopsis: 


W11,W2,W4,W7 


Bacillus: 


1A, alpha, AP50, BUE, F, G, GA-1, II, IPy-1, morl, MP13, MP15, 0105. 029 (phi 29), bNS11, PBP1, 
PBS1, SP10, SP15, SP3, SP8, SPP1, SPft, SPy-2, SST, type 


Bacillus subtilis 


168, W23, SP50,W23, SP01 


Bdellovibrio: 


VIAC-1 , MAC-2, MAC-4, MAC-5, MAC-7 


Brucella: 


rb 


Caulobacter: 


aCb12r,BCb2, 0Cb23r, 0Cb4, oCb5, aCbSr, oCb9, 0CP1S, aCP2, 0Cr14, 0Cr28 


Cellulomonas: 


011,013, 02,03,05,06, 08 


Chlamydia: 


1 


Chlamydia psittaci: 


.phl.CPGI 


Clostridium: 


Ceft, F1, HM2, HM3, HM7 


Coryneforme 


7/26, A, A19. AN25S-1 . Arp, AS-1, BL3, CONX, MT, N1, OA8010. S-6(L), ft 


Cyanobacteria: 


A-4(L), AC-1 , LPP-1 , S-2L, S^L, SM-1 


Scoff, (01 57): 


P1,T1,Tula,Tulb,Tull 


E.coff: 


103 , 1b7, 109, 2D/13, Ae2, alphalO. alpha3 r BE/1, BF23, dA, deltal, delta6, de3, do4, da5, Ec9, 
etaS, f1, fd, G13.G14. G4, G6, HK022, HK97, HR, lambda, M13, M13mp18. M20, MM. MS2. Mu, 01, 
08O, 0A. 0R, 0X174, PA-2. P1, P1D, P2, P22. Q(i, R17, S13, St-1, T1, T2, T3. T4, T5, T6, T7, WA/1, 
WF/1, WW/1, zeta3, ZG/2, ZJ/2 


EcotfRI: 


C21 


B.coliOS: 


omega 8 


E.coff (K1 2): 


U3 
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Enterobacter: 


chi, FC3-9, u2, 01, 11F, 121, 1412, 3, 3T+, 50, 5845, 66F, 7480b, 8893, 9, 3266, a1. alpha15, b4, B6, 
B7, Becdes, BZ13, C-1. C16, C2, C-2, DdVI, Esc-7-11, f2, (can, Fl, Folac. fr, GA, H, H-19J, I2-2, 
alpha, ID2, Ifl, IK, Ike, JP34, JP501, K19, KU1, M, M11, M12, MS2, NL95, a92, eil, 0ii, OmegaS, 
pilHalpha, PR64FS, PRD1. PST, PTB, R. R17, R23, R34, sd, SF, SMB. SMP2, SP, li, ST, tau, tf-1. 
TH1 . TW18, TW28, VIII. VK, W31, X, Y, ZG/1 , ZIK/1 , ZJ/1 . ZL/3, ZS/3 


Klebsiella pneumoniae : 


AP3, C3: 


Lactobacillus: 


1b6, 223, fri. hv. hw222a, 0FSW, PL-1 , y5 


Lactococcus lactis: 


1, 643, c2, kh, ml3, POOS, P127, 1358, 1483, 936, 949, BK5-T, c2, KSY1, P001, P008, P107, P335, 
P034, P087 


Leuconostoc: 


pro2 


Listeria; 


4211, 


Methanothermobacter: 


psl M2 («+»M2) 


Micrococcus: 


N1.N5 


Molllcutes: 


Br1,C3, L3 


Mycobacterium: 


13, lacticola, Leo, 017, R1-Myb 


Nocardia/Rhodococcus/Gor 
dona: 


N13, N18, N24. N26, N36. N4, N5 


Nocardioides: 


X1, X10, X24, X3, X5, X6, D3, D4, 


Pasteurella: 


22. 32, AU, C-2 


Promicromonospora: 


P1.P2, P3, P4 


Pseudomonas aeruginosa: 


Phi CT, phi CTX, PB-1 


Pseudomonas: 


12S, 7s, D3, F116, gh-1, gh-1, Kf1, M6, 01, aKZ, eW-14, PM, 


Pseudonocardia: 


W3 


Rhlzobium: 


2, 16-2-12, 2, 317, 5, 7-7-7, CM1, CT4, m, NM1, NT2, 02037/1, 02042, 0gal-1-R, WT1 


Saccharorrtonospora: 


Mp1, MP2 


Saccharothrix: 


W1 


Salmonella: 


epsilon15, Felix 01, 16-19, 7-11, H-19J, Jersey, N4, SasL1. VII, ZG/3A, San21 


Salmonella typhimurium: 


A3, A4, P22 


Spiroplasma: 


4, C1/TS2 


Sporichthya: 


Sp1 


Staphylococcus: 


107, 187, 2848A, 3A. 44AHJD, 6, 77, B1 1-M15, Twort 


Streptococcus: 


182, 2BV, A25, A25-24, A25-omega8, A25-P61, A25-VD13, CP-1, Cvir, H39 


Streptomyces: 


P23, P26. phi A.streptomycini III, phi8238, phiC31, S1, S2, S3, S4, S6, S7, SH10 


rerrabacter: 


rb1,Tb2 


Tsukamurella: 


Fs1 


Vibrio: 


36N-22P, 06N-58P, 06N-58P, 4996, alpha3a1pha, 1, II, III. IV, kappa, nt-1, OXN-100P, OXN-52P, v6, 
W2, Vf33, VP1 . VP1 1 , VP3, VPS, X29 


Xanthomonas: 


Cf, Cf1t, RR66, 


yersinia: 


3/C239, phiYe03-12, YerA41 



Werden statt Bakteriophagen einzelne Phagenproteine verwendet, so bieten diese den Vorteil, 
dass hier die Eigenschaften eines einzelnen Proteins, statt eines Komplexes aus Proteinen und 
Nukleinsauren genutzt werden kQnnen. Phagenproteine sind sehr stabil (Burda et ai., Biological 
5 Chemistry 2000, 381, 255-258); die Stabilitat eines Einzelproteins ist wesentlich einfacher zu 
steuern als die eines Proteinkomplexes. Wichtig ist auch die im Gegensatz zu kompletten Phagen 
leichtere Modifizierbarkeit (gentechnisch, aber auch chemisch), z.B. der Einbau von „Tags". 
Dariiberhinaus bietet der Einsatz von Phagenproteinen Vorteile bei bestimmten 
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Anschluflverfahren, wie z.B. der Isolierung von Nukleinssauren (Plasm id-DNA, RNA, 
genomischer DNA), da im Gegensatz zum Einsatz kompletter Phagen keine 
Nukleinsaurevemmeinigung moglich ist. 

5 Bevorzugt sind Phagenschwanzproteine aus der Familie der Myoviridae, der Podoviridae und 
Siphoviridae, insbesondere kurze Phagenschwanzproteine, insbesondere die kurzen 
Phagenschwanzproteine der „geradzahligen T-Phagen" z.B. von T4, T2 oder K3, insbesondere 
das Bakteriophagenschwanzprotein pl2 aus T4, pl2 aus T2 (GenBank Accession Nummer 
X56555), pl2 aus K3 (vgl. Burda et al., 2000, Biol. Chem., Vol. 381, pp. 255 - 258) oder die 
10 Bakteriophagenschwanzproteine der Phagen Felix 01, PI oder PB1. Dabei binden zum Beispiel 
die kurzen Bakteriophagenschwanzproteine der Phagen T4 (pl2) und von PI an Coliforme, das 
kurze Phagenschwanzprotein von Felix 01 an Salmonellen und das kurze Phagenschwanzprotein 
vonPBl an Pseudomonaden. 

15 Phagenschwanzproteine wie pl2 oder das P22 tailspike Protein weisen eine hohe Stabilitat 
gegeniiber Proteasen, Detergentien, chaotropen Agentien z.B. Harnstoff oder 
Guanidiniumhydrochlorid oder erhohter Temperatur auf (Goldenberg, D. und King, J.; 
Temperature-sensitive mutants blocked in the folding or subunit assembly of the bacteriophage 
P22 tail spike protein. II. Active mutant proteins matured at 30 °C, 1981, J. Mol. Biol. 145, 633- 

20 651. Miller, S., Schuler, B. und Seckler, R.; Phage P22 tailspike protein: Removal of head- 
binding domain unmasks effects of folding mutations on native-state thermal stability, 1998, 
Prot. Sci. 7, 2223-2232.;Miller, S., Schuler, B. und Seckler, R.; A reversibly unfolding fragment 
of P22 tailspike protein with native structure: The isolated p-helix domain, 1998, Biochemistry 
37, 9160-9168.; Burda et al., 2000, Biol. Chem., Vol. 381, pp. 255 - 258). Die Entfemung der 

25 Phagenkopf- bzw. -Basisplattenbindungsregion dieser Proteine kann eine eventuell bestehende 
Aggregationssensitivitat reduzieren. Interessanterweise sind Einzeldomanen bzw. Untereinheiten 
dieser Proteine deutlich weniger stabil als die intakten oder nur geringfugig verkurzten Trimere 
(Miller et al, Prot. Sci. 1998; 7: 2223-2232. Phage P22 tailspike protein: Removal of head- 
binding domain unmasks effects of folding mutations on native-state thermal stability.; Miller-S, 

30 et al., Biochemistry 1998; 37: 9160-9168. A reversibly unfolding fragment of P22 tailspike 
protein with native structure: The isolated fl-helix domain), oder aufgrund ihre 
dreidimensionalen Struktur vermutlich kaum stabil und funktionell exprimierbar: 
Kristallographische Arbeiten hatten dariiber hinaus gezeigt, das Phagenschwanzproteine und 
Virusrezeptorproteine oft als stark verdrillte Trimere vorliegen wobei der C-Terminus 
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zurtickfalten kann, ein Mechanismus der moglicherweise zusatzlichen Schutz vor Proteasen 
gewahrleistet (Mitraki A, Miller S, van Raaij MJ. Review: conformation and folding of novel 
Beta-structural elements in viral fiber proteins: the triple Beta-spiral and triple Beta-helix. J 
Struct Biol. 2002 137(l-2):236-247). Dariiberhinaus liegen diese Proteinen im nativen Zustand 
5 als Homotrimere vor. Mit drei Bindungsstellen tragen die Trimere iiber eine ErhGhung der 
Aviditat zu einer festeren Bindung von Bakterien bei. 

Wie die Bakteriophagenschwanzproteine an die einzelnen Bakterien binden, soli hier beispielhaft 
an den „geradzahligen T-Phagen" (z.B. T4, T2, K3) verdeutlicht werden. In dieser Gruppe gibt 

10 es auf Wirtsseite zwei Komponenten, die von den Phagen erkannt werden: Erstens ein 
Oberflachenprotein, das spezifisch fur individuelle Phagen ist, zweitens das Lipopolysaccharid 
(LPS), das alle gram-negativen Bakterien in abgewandelter Form auf ihrer Aussenseite 
umgebungsexponiert besitzen. Die langen Schwanzfasern der „geradzahligen T-Phagen" spieten 
eine Rolle bei der spezifischen Erkennung der Wirtsbakterien, wahrend das LPS als Rezeptor fUr 

15 die kurzen Schwanzfasern dient. Beim E.coli Phagen T4 ist bekannt, dass die durch die langen 
Schwanzfasern vermittelte spezifische Interaktion mit dem Wirtsbakterium irreversibel wird, 
sobald auch die kurzen Schwanzfasern an die Bakterienoberflache gebunden haben. Die kurze 
Schwanzfaser ist nicht verantwortlich fur die genaue Spezifitat innerhalb der Wirts- 
bakteriengruppe und kann deshalb zwischen den verschiedenen „geradzahligen T-Phagen" 

20 ausgetauscht werden. 

Bakteriophagenschwanzproteine konnen leicht rekombinant in groBen Mengen produziert und 
unter Verwendung geeigneter Tags oder iiber einfache chromatographische 
Standardtrennverfahren aufgereinigt werden. Phagen wie Wirtsstamme sind groBtenteils iiber 

25 Stammsammlungen kommerziell erhaltlich, bzw. mit einfachen Mitteln isolierbar. Fur das 
erfindungsgemaJie Verfahren konnen jedoch nicht nur die natiirlicherweise vorkommenden 
Bakteriophagenschwanzproteine verwendet werden, sondern auch deren Varianten. Varianten 
bedeutet im Sinne der vorliegenden Erfindung, dass die Bakteriophagenschwanzproteine eine 
veranderte Aminosauresequenz aufweisen. Diese konnen durch Screening der natiirlich 

30 auftretenden Varianten, oder durch Zufails-Mutagenese oder gezielte Mutagenese, aber auch 
durch chemische Modification erhalten werden. Die fur das erfindungsgemaBe Verfahren 
verwendeten Bakteriophagenschwanzproteine kdnnen durch eine gezielte oder zufallige Muta- 
genese in ihrer Wirtsspezifitat bzw. ihren Bindungseigenschaften an die Tragerstrukturen 
angepasst werden. Durch die Mutagenese werden Mutationen eingefuhrt, die 
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Aminosiiureadditionen, -deletionen, -substitutionen oder chemische Modifikationen sein konnen. 
Diese Mutationen bewirken eine Veranderung der Aminosauresequenz in der Bindungsregion 
der Phagen oder Phagenproteine, mit dem Ziel, Spezifitat und Bindungsaffinitat an 
Testbediirfiiisse anzupassen, z.B. die Bindung der Bakterien an die isolierten Phagenproteine zu 
5 erhfihen oder irreversibel zu machen, urn die Waschmoglichkeiten zu verbessem. Dariiber hinaus 
kann eine gentechnische oder biochemische Modification der Phagenproteine durchgefuhrt 
werden, mit dem Ziel, die gegebenenfalls vorhandene enzymatische AktivitSt auszuschalten, urn 
dadurch die Bindung zu verbessem oder irreversibel zu machen. 

10 Zur Bindung der aufzureinigenden Bakterien und/oder Zellbestandteilen an die Bakteriophagen 
und/oder Bakteriophagenschwanzproteine im Zwei-Schritt-Verfahren wird die Probe, z. B, eine 
Ubernachtkultur mit den Bakteriophagen und/oder Bakteriophagenschwanzproteinen in Kontakt 
gebracht und vorzugsweise inkubiert. Die Inkubation erfolgt bei einer Temperatur im Bereich 
von 4° bis 90°C, vorzugsweise bei einer Temperatur im Bereich von 4° bis 45°C, besonders 

15 bevorzugt bei einer Temperatur im Bereich von 15° bis 37°C, insbesonders bevorzugt bei einer 
Temperatur im Bereich von 20° bis 37°C, insbesondere bei RT, fur bis zu 6 Stunden, 
vorzugsweise bis zu 4 Stunden, besonders bevorzugt 2 Stunden, insbesondere 1 Stunde, 
insbesondere bevorzugt 1 bis 20 Minuten, ganz besonders bevorzugt 3 bis 5 Minuten. 
Beispielsweise kann die Inkubation 2 bis 120 min bei 4° bis 7>TC, bevorzugt fur 20 bis 30 min 

20 bei 25°C oder 37°C, besonders bevorzugt fUr 3 bis 5 min bei 37°C erfolgen. 

Anschliefiend wird die Probe mit festen Tragem in Kontakt gebracht und inkubiert. Feste Trager 
konnen z.B. Magnetpartikel (paramagnetisch oder ferromagnetisch), Glaspartikel, 
Agarosepartikel, Luminexpartikel, ReaktionsgefaBe oder Mikrotiterplatten sein. 

25 

Werden Magnetpartikel verwendet, werden diese anschliefiend der Probe zugegeben. Die 
Magnetpartikel binden den Bakteriophagen/Bakteriophagenprotein-Bakterien/Zellbestandteil- 
Komplex, der dann einfach mittels einer Magnetvorrichtung von der Probe abgetrennt und 
aufgereinigt werden kann. Die Magnetvorrichtung kann dabei an der AuBenseite des GefaBes 
30 positioniert sein und entweder zur Anreicherung eingeschaltet werden, so dass die 
Magnetpartikel sich an der GefaBwand sammeln, oder an der GefaB AuBenseite entlanggleiten, 
so dass die Magnetpartikel sich z. B, am Boden des GefaJJes sammeln. Bevorzugt ist die 
Anreicherung mit einem Permanentmagneten. Die Magnetvorrichtung kann auch in das GefaB 
und in die Probe eintauchen, so dass die Magnetpartikel sich an der Magnetvorrichtung 
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niederschlagen (die Magnetvorrichtung kann dabei durch eine Pipettenspitze oder ein 
vergleichbares Disposable bedeckt sein), Im Gegensatz zu Zentrifugations- oder 
Filtrationstechniken unterliegen die Bakterien nur minimalen Scherkraften und konnen somit mit 
hoher Ausbeute bei Bedarf auch aktiv/lebend angereichert werden. Die einfache Handhabung 
5 erleichert einfache schnelle Puffer-/Losungswechsel und kann sowohl leicht im grofien MaJJstab 
durchgefUhrt werden, wie auch gut automatisiert werden. 

Die Magnetpartikel haben einen Durchmesser, der es erlaubt eine ausreichende Menge an Zellen 
oder Zeilbestandteilen je Partikel zu binden. Vorzugsweise haben die Magnetpartikel einen 
10 Durchmesser im Bereich von etwa 0,5 bis etwa 4 um, insbesondere im Bereich von etwa 0,5 bis 
etwa 2 um, besonders bedorzugt im Bereich von etwa 0,8 bis etwa 1,8 um, ganz besonders 
bevorzugt von etwa 1 um. 

Die Bindung des Bakteriophagea^akteriophagenprotein-Baktcrien/Zellbestandteil-Komplexes 

15 an die festen Trager z.B. Magnetpartikel erfolgt vorzugsweise uber geeignete Kopplungsgruppen 
insbesondere Polypeptide und/oder niedermolekulare Substanzen. Diese Polypeptide konnen 
aber auch fur die Bakteriophagen und/oder Bakteriophagenproteine spezifische Antikorper, 
Lektine, Rezeptoren oder Anticaline sein. Femer konnen die Bakteriophagen und/oder 
Bakteriophagenproteine mit niedermolekularen Substanzen z.B. Biotin verknupft sein, um Uber 

20 diese niedermolekularen Substanzen an Polypeptide z. B. Streptavidin zu binden, die ihrerseits 
auf dem Trager immobilisiert wurden. Statt Biotin kann femer der sogenannte Strep -Tag (Skerra, 
A. & Schmidt, T. G. M. Biomolecular Engineering 16 (1999), 79-86) verwendet werden, der 
eine kurze Aminosauresequenz ist und an Streptavidin bindet. Ferner kann der His-Tag 
verwendet werden, der uber zweiwertige lonen (Zink oder Nickel) oder einen fur ihn 

25 spezifischen Antikorper (Qiagen GmbH, Hilden) an ein Tragermaterial binden kann. Der Strep- 
Tag sowie der His-Tag wird vorzugsweise uber DNA-Rekombinationstechnologie an die 
rekombinant hergestellten Bakteriophagenproteine gebunden. Diese Kopplung kann gerichtet, 
z,B. am N- oder C-Terminus erfolgen. Da fur eine effektive Anreicherung insbesondere im 
Zwei-Schritt-Verfahren eine hohe Bindungskonstante essentiell ist, wird die 

30 Kopplungskombination Biotin/Streptavidin mit einem kD von ~10~ l5 M (Gonzales et al. J. Biol. 
Chem., 1997, 272 (17), pp. 11288-11294) insbesondere bevorzugt, Es hat sich gezeigt, dass 
diese nicht-kovalente Bindungskombination besser als die zur Verfugung stehenden Antikorper, 
Anticaline, Rezeptoren und Lektine ist. 

12 
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Zur Bindung des Komplexes werden die Magnetpartikel mit dem 
Bakteriophagen/Bakteriophagenprotein-Bakterien/Zellbestandteil-Komplex in Kontakt gebracht 
und vorzugsweise inkubiert. Die Inkubation erfolgt bei einer Temperatur im Bereich von 4° bis 
90°C, vorzugsweise bei eiher Temperatur im Bereich von 4° bis 45°C, besonders bevorzugt bei 
5 einer Temperatur im Bereich von 15° bis 37°C, insbesondere bevorzugt bei einer Temperatur im 
Bereich von 20° bis 37°C, insbesondere bei RT, fur bis zu 6 Stunden, vorzugsweise bis zu 4 
Stunden, besonders bevorzugt 2 Stunden, insbesondere 1 Stunde, insbesondere bevorzugt 1 bis 
20 Minuten, ganz besonders bevorzugt 3 bis 5 Minuten. Beispielsweise kann die Inkubation 2 bis 
120 min bei 4° bis 37°C, bevorzugt fur 20 bis 30 min bei 25°C oder 37°C, besonders bevorzugt 
10 fur 3 bis 5 min bei 37°C erfolgen. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird mit anderen festen Tragern, die zur Probe zugegeben 
werden konnen, entsprechend durchgefuhrt. Die einzelnen Inkubationsbedingungen und 
Abtrennschritte mtissen ftlr die verschiedenen festen Trager entsprechend angepasst werden. 
15 Dies kann einfach durch eine Versuchsreihe durchgefuhrt werden und bedarf fur den 
Durchschnittsfachmann hier keiner weiteren Erlauterung. 

Altemativ kann das Zwei-Schritt-Verfahren auch in entsprechend beschichteten festen Tragern 
durchgefuhrt werden, die nicht zur Probe gegeben werden, sondem wobei die Probe auf oder in 

20 den festen Trager, z.B. eine Mikrotiterplatte oder ein ReaktionsgefaB gegeben wird. Dabei wird 
die Probe nach Schritt a) z.B. in die entsprechenden Vertiefungen der Mikrotiterplatte gegeben 
und dort inkubiert, vorzugsweise fur etwa 20 bis 30 Minuten bei den ansonsten gleichen 
Bedingungen wie vorstehend beschrieben. Die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte oder die 
inneren Wande eines ReaktionsgefSJJes konnen die gleichen Beschichtungen aufweisen wie 

25 vorstehend fur die Magnetpartikel beschrieben. 

Die Anreicherung bzw. Aufreinigung der Bakterienzellen und/oder Zellbestandteile kann jedoch 
auch in einem Verfahren durchgefuhrt werden, das folgende Schritte umfafit: (Ein-Schritt- 
Verfahren) 

30 a) In Kontakt bringen von einer Bakterienzellen und/oder Zellbestandteilen enthaltenden Probe 
mit einem magnetischen Trager, auf dessen Oberflache Bakteriophagen und/oder 
Bakteriophagenproteine aufgebracht sind, vorzugsweise mit einer Inkubation von etwa drei 
bis 60 Minuten, 

b) Abtrennen des magnetischen Tragers mit den daran gebundenen Bakterienzellen und/oder 
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Zellbestandteilen von der Probe. 

Die erfindungsgemaflen Verfahren (Ein-Schritt- und Zwei-Schritt-Verfahren) konnen zum 
Beispiel als Zentrifugationsersatz verwendet werden, und somit erstmalig die automatische 
5 Aufreinigung von Bakterienzellen ermdglichen. Damit ist erstmalig eine vollstandige 
Automatisierung zum Beispiel der Genomanalyse moglich, d. h. vom Animpfen der 
Bakterienkulturen bis zur Ermittlung der Sequenz. Ferner konnen die erfindungsgemaflen 
Verfahren zum Beispiel zur Isolierung von Zellbestandteilen, insbesondere von 
Lipopolysacchariden, Endotoxinen oder Exopolysacchariden verwendet werden. 

10 

Die nachstehenden Ausfuhrungen iiber die Kopplung oder Immobilisierung von Bakteriophagen 
und/oder Bakteriophagenproteinen an die Magnetpartikel (Ein-Schritt-Verfahren) gelten 
entsprechend auch fur die Kopplung oder Immobilisierung von Bakteriophagen und/oder 
Bakteriophagenproteinen und Polypeptiden an die festen Trager (Zwei-Schritt-Verfahren). Die 
15 Beschichtung der festen Trager mit den vorstehend beschriebenen Polypeptiden oder den 
Bakteriophagen und/oder Bakteriophagenproteinen kann auf verschiedene Weise erfolgen. 

Die Bakteriophagen und/oder Bakteriophagenproteine kSnnen fiber kovalente Kopplung an die 
festen Trager fixiert werden. Die damit mogliche sehr feste Bindung an den Trager ermdglicht 

20 den Einsatz harscher Waschbedingungen fiir das fur die Weiterverarbeitung der angereicherten 
Zellen evtl. erforderliche Waschen der Zellen. Die Kopplung der Bakteriophagen und/oder 
Bakteriophagenproteine iiber Adsorption ist ein sehr einfaches und kostengunstiges Verfahren. 
Durch Kopplung der Bakteriophagen und/oder Bakteriophagenproteine uber Biotin/Streptavidin 
oder yergleichbare Ligand/Rezeptor-Systeme sind sowohl Ein-Schritt-, als auch Zwei-Schritt- 

25 Verfahren moglich. Das in diesem Ansatz verwendete Streptavidin kann sowohl iiber Adsorption 
als auch fiber chemische Kopplung fixiert sein. Wichtig bei der Beschichtung ist eine 
funktionelle Immobilisierung, d.h. die Bakteriophagen und/oder Bakteriophagenproteine 
verffigen trotz Bindung an die festen Trager fiber fiir Bakterien zugangliche Strukturen. 

30 Bei der kovalenten Kopplung konnen die Bakteriophagen und/oder Bakteriophagenproteine z.B. 
fiber primare Aminogruppen oder Carboxylgruppen an bereits vom Hersteller aktivierte 
Tragermaterialien, z.B. Magnetpartikel von Merck, Estapor, etc iiber Standardbedingungen, z.B. 
-NH 2 fiber Cyanurylchlorid (Russian Chemical Rev., 1964, 33: 92-103), oder -COO' fiber EDC 
(l-Ethyl-S'p'DimethylaminopropyOcarbodiimid) (Anal. Biochem. 1990, 185: 131-135) 



WO 03/000888 



PCT7DE02/02302 



gekoppelt werden. Dariiberhinaus konnen die festen Trager mit geeigneten Verfahren direkt 
aktiviert werden. Weiterhin kann die Kopplung gerichtet tiber Maleimid- oder Iodoacetyl-Spacer 
an z.B. ein N-Terminal eingeflihrtes Cystein erfolgen. 

5 Die Immobilisierung der Bakteriophagen und/oder Bakteriophagenproteine an das 
Tragermaterial mittels Adsorption kann durch Inkubation einer Bakteriophagen und/oder 
Bakteriophagenproteine-Losung in wassrigem Puffer, z.B. lOOmM Tris pH 7.3 oder lOOmM 
Natriumphosphat pH 7.5, PBS (10 mM Natriumphosphat pH 7.4, 150 mM Natriumchlorid), iiber 
mehrere Stunden oder iiber Nacht bei 4°C bis 45 °C, vorzugsweise bei 15°C bis 37°C, besonders 
10 bevorzugt bei 20°C bis 37°C, insbesondere bevorzugt bei 37°C oder RT, insbesondere bevorzugt 
bei 30-65°C fur 2-4 h durchgefuhrt werden. Nach der Adsorption wird die Beschichtungslosung 
abgenommen und die Tragerstruktur in wassriger, ggfs. gepufferter Ldsung gelagert. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist ein fester Trager, insbesondere ein Magnetpartikel oder 
15 eine Mikrotiterplatte, entweder beschichtet mit Bakteriophagen und/oder 
Bakteriophagenproteinen oder gegen Bakteriophagen und/oder Bakteriophagenproteine 
gerichteten Polypeptiden. Diese Polypeptide konnen fur die Bakteriophagen und/oder 
Bakteriophagenproteine spezifische Antikorper, Lektine, Rezeptoren oder Anticaline sein. Ferner 
kfinnen die festen Trager mit Streptavidin beschichtet sein. 

20 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung sind Bakteriophagenproteine, an die sogenannte Tags, z.B. 
der Strep- oder der His-Tag, vorzugsweise an das 3'- oder 5'-Ende, besonders bevorzugt an das 
5-Ende, gekoppelt sind. Bevorzugt ist die Kopplung oder Verknupfung der Tags mit den 
Bakteriophagenproteinen iiber DNA-Rekombinationstechnologie. Herstellung der Nukleinsaure, 

25 umfassend die Sequenz des Bakteriophagenproteins und des Tags und die Herstellung des 
Expressionsprodukts sind Stand der Technik und brauchen hier nicht gesondert erlautert zu 
werden. Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist die Nukleinsauresequenz, die ein 
Bakteriophagenprotein zusammen mit dem Strep- oder His-Tag codiert, Ein besonders 
bevorzugtes mit dem Strep- oder His-Tag modifiziertes Bakteriophagenprotein ist das pl2- 

30 Protein vom Phagen T4, jedoch sind alle anderen Bakteriophagenproteine aus den in der obigen 
Tabelle aufgefiihrten Bakteriophagen ebenfalls bevorzugt. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung sind Bakteriophagenproteine, mit einem Tag, der ein 
oberflachenexponiertes Cystein zur spezifischen, gerichteten Biotinylierung aufweist, z.B. die 
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Tags gemafl SEQ ID NO:5, 6 und 7. Ein Beispiel fur ein pl2 mit Tag ist die in SEQ ID N0:8 
aufgefuhrte Aminosauresequenz. Bevorzugt ist ein pl2 mit einem Tag, insbesondere mit einem 
Tag rait einem oberflachenexponierten Cystein, insbesondere ein pl2 mit dem Tag gemafi SEQ 
ID NO: 6 und 7. Diese gerichtete Biotinylierung kann zusatzlich durch einen geeigneten Spacer 
5 oder Linker vermittelt werden. Ferner betrifft die vorliegende Erfindung die Aminosauren mit 
einer Sequenz gemaB SEQ ID NO:5, 6 und 7. Femer betrifft die vorliegende Erfindung die 
Nukleinsauren, codierend die Aminosauresequenz gemaB SEQ ID NO:5, 6 und 7. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft einen Kit zur Anreicherung von Bakterienzellen 
10 und/oder Zellbestandteilen, umfassend die erfindungsgemalJen festen Trager, z.B. die 
Magnetpartikel, Glaspartikel, Agarosepartikel, Reaktionsgefafie oder Mikrotiterplatten sowie die 
fur die Anreicherung der Bakterien und/oder Zellbestandteile notwendigen Losungen mit den 
Testreagentien. 

15 Der Kit fur eine Anreicherung mit Magnetpartikeln enthalt vorzugsweise eine stabilisierte 
Ldsung aus einer pl2-Variante mit N-terminal eingefuhrtem Cysteinrest zur gerichteten 
Biotinylierung, bzw. NS-T4pl2 (oder T4pl2-bio) lmg/ml in 100 mM TrisHCI pH8, 150 mM 
NaCl, 1 mM EDTA, 0.05 % Tween20 supplementiert mit Proteaseinhibitormix (Sigma) als 
Losung (bevorzugte Lagerung bei 4°C) oder als Lyophilisat. Femer eine PartikellQsung 

20 bestehend aus Streptavidin- oder Streptaktin-beschichteten Magnetpartikeln in stabilisierender 
LSsung (PBST mit Natriumazid 0.005%). 

Der Kit fur eine Anreicherung mit Mikrotiterplatten enthalt vorzugsweise eine stabilisierte 
Ldsung aus einer pl2-Variante mit N-terminal eingefuhrtem Cysteinrest zur gerichteten 
25 Biotinyleirung, bzw. NS-T4pl2 (oder T4pl2-bio) lmg/ml in 100 mM TrisHCI pH8, 150 mM 
NaCl, 1 mM EDTA, 0.05 % Tween20 supplementiert mit Proteaseinhibitormix (Sigma) als 
L5sung (bevorzugte Lagerung bei 4°C) oder als Lyophilisat. Ferner eine Streptavidin- oder 
Streptaktin-beschichteteMikrotiterplatte. 

30 Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung und sind nicht als einschrankend aufzufassen. 
Sofem nicht anders angegeben, wurden molekularbiologische Standardmethoden verwendet, wie 
z.B. von Sambrook et al., 1989, Molecular cloning: A Laboratory Manual 2. Auflage, Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, beschrieben. 
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1. Die Reinigung von Wildtyp T4 pl2 erfolgte nach der von Burda, M.R, & Miller, S. Eur J 
Biochem. 1999 265 (2), 771-778 beschriebenen Vorschrift 

5 2. Konstruktion von p 12 mit N-terminalem Strep-Tag (N-Strep-p 12): Mi ttels PCR wurde 
an das 5'-Ende des T4pl2-Gens die Nukleotidsequenz fur den Strep-Tag (US patent 5,506,121) 
eingefiihrt. Hierftlr wurde fiir das 5'-Ende des pl2-Gens ein Primer konstruiert (5* -GAA GGA 
ACT AGT CAT ATG GCTAGC TGG AGC CAC CCG CAG TTC GAA AAA GGC GCC AGT 
AAT AAT ACA TAT CAA CAC GTT-3' (SEQ ID NO:l), der die Nukleotidsequenz des Strep- 

10 Tags an seinem 5'-Ende beinhaltet (kursiv in der Sequenz) und eine Restriktionsschnittstelle 
(Ndel, unterstrichen in der Sequenz) derart besitzt, dass das Gen im richtigen Leseraster in das 
Expressionsplasmid eingesetzt werden kann. Fiir das 3'-Ende des pl2-Gens wurde ein Primer 
konstruiert, der hinter dem pl2-Gen eine BarriH I Restriktionsschnittstelle (kursiv in der 
Sequenz) einfuhrt (5'-ACG CGC AAA GCT TGT CGA CGG ATC CTA TCA TTC TTT TAC 

15 CTT AAT TAT GTA GTT-3'), (SEQ ID NO:2). Die PCR wurde mit 40 Cyclen (1 min 95°C, 1 
min 45°C und 1 min 72°C) durchgefuhrt. Der PCR-Ansatz wurde mit den 
Restriktionsendonukleasen Ndel und BamEI geschnitten und das gewflnschte Fragment nach 
Grc36enfraktionierung iiber ein Agarosegel und Elution aus dem Gel in die MM und BamRI site 
des Expressionsplasmids pET21a (Novagen, Merck Eurolab, Darmstadt) eingesetzt. Die Sequenz 

20 des N-Strep-pl2-Gens wurde iiber DNA-Sequenzierung auf seine Richtigkeit hin iiberpriift. Die 
weiteren Schritte zum Plasmid pNS-T4pl2p57 wurden wie von Burda, M.R. & Miller, S. (Eur J 
Biochem. 1999 265 (2), 771-778) fur T4pl2p57 beschrieben durchgefuhrt. Das Plasmid pNS- 
T4pl2p57 wurde dann in den Expressionsstamm BL21 (DE3) (Novagen, Merck Eurolab, 
Darmstadt) transforrniert. 

25 

3. Einfugen eines N-terminalen Cysteinrests in N-Strep-pl2 (N-Strep-S3C-pl2 und N- 
Strep-S14C-pl2): Die EinfUgung eines N-terminalen Cysteinrestes (fett markiert) wurde wie 
unter 2, beschrieben durchgefuhrt, wobei daftlr zwei neue Primer fur das S'-Ende konstruiert 
wurden. Fiir das N-Strep-S3C-pl2 wurde der Primer 5'-GAA GGA ACT AGT CAT ATG GCT 
30 TGT TGG AGC CAC CCG CAG TTC GAA AAA GGC GCC AGT AAT AAT ACA TAT CAA 
CAC GTT-3' (SEQ ID NQ:3), fur das N-Strep-S14C-pl2 wurde der Primer S'-GAA GGA ACT 
AGT CAT ATG GCTAGC TGG AGC CAC CCG CAG TTC GAA AAA GGC GCC TGT AAT 
AAT ACA TAT CAA CAC GTT-3' (SEQ ID NO:4) verwendet. 
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4. Reinigung von N-Strep-pl2 Protein: Der E.coli Stamm BL21(DE3) mit dem Plasmid 
pNS-T4pl2p57 wurde in 2 1 Schuttelkulturen (LB-Medium mit Ampiciliin 100 ug/ml) bis zu 
einer OD600 von 0.5-0.7 bei 37°C gezogen und die Expression des N-Strep-pl2-Proteins wurde 
durch Zugabe von ImM IPTG (Isopropyl-13-thio-galactopyranoside) induziert. Nach Inkubation 
5 bei 37°C fur 4h wurden die Zellen abgeemtet. Geemtete Zellen aus 10 I Kultur wurden in 50 ml 
Natriumphosphat, 20 mM pH 7.2, 2 mM MgS04, 0.1 M NaCl aufgenommen, durch dreimalige 
French-Press-Behandlung (20.000 psi) aufgebrochen und anschlieBend 30 min bei 15,000 rpm 
(SS34) abzentrifugiert. Nach zweimaligem Waschen im gleichen Puffer wurde das N-Strep-pl2 
Protein aus dem Pellet durch Riihren fur 30 min in 40 mM TrisHCl pH 8.0, 10 mM EDTA 

10 extrahiert, der Ansatz fur 30 min bei 15,000 rpm (SS34) zentrifugiert und das abgeloste NS-pl2 
im Uberstand bei 4°C gelagert. Die Extraktion wurde zweimal wiederholt. und die vereinigten 
Uberstande wurden auf eine Streptactin-Affinitatssaule (15 ml), aquilibriert mit Puffer „W" (100 
mM TrisHCl pH 8, 1 mM EDTA, 150 mM NaCI), aufgetragen (IBA GmbH, Gottingen). Nach 
Waschen mit 5 Saulenvolumina Puffer „W" wurde mit 3 Volumina Puffer „W" mit 2.5 mM 

15 Desthiobiotin in Puffer „W" eluiert. Nach mehrmaliger Dial'yse gegen Puffer „W" und 
Aufkonzentration wurde iiber SDS-PAGE und UV-Spektroskopie (Burda et.al. 1999) die 
Konzentration und Reinheit von N-Strep-T4p 12 ermittelt. Aus 10 Liter Kultur wurden so ca. 100 
mgN-Strep-T4pl2 gereinigt. 



Name 


Sequenz des Tag 




Nstrep-pl2 


MASWSHPQFEKGAS 


SEQ ID NO: 5 


Nstrep-pl2-S3C 


MACWSHPQFEKGAS 


SEQ ID NO: 6 


Nstrep-pl2-S14C 


MASWSHPQFEKGAC 


SEQ ID NO: 7 



20 

5. Alternative Reinigung von pl2: Hierzu wurde das Zellpellet (aus 10 1 Kultur, BL21 
(DE3) transformiert mit dem Plasmid pNS-T4pl2p57 oder pT4p!2p57) in Puffer 1, (lOmM 
Natriumphosphat pH 9, 500 mM NaCl, 4mM MgC12) aufgenommen und per Frenchpress (wie 

25 unter 3 beschrieben) aufgeschlossen. Anschliessend wurde das Material bei 20000rpm (SS-34) 
45 Minuten zentrifugiert und das Pellet in ca. 25ml Puffer 1 resuspendiert (= gewaschen). Dieser 
Waschschritt wurde zweimal wiederholt und das Pellet mit 25ml Puffer 2: (50mM NaPi pH 5, 
lOOmM NaCl, 25mM EDTA) extrahiert. Hierfur wurde das resuspendierte Pellet zur Extraktion 
60 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt und danach abzentrifugiert (20000rpm (SS-34) fur 45 

30 Minuten). Diese Extraktion wurde bei Bedarf 2 mal wiederholt. Im Anschluss wurden die 

18 



WO 03/000888 



PCT/DB02/02302 



Uberstande der Extraktion vereinigt und direkt auf eine Anionentauscher-Saule (Resources, 
Pharmacia) aufgetragen. Als Laufpuffer wurde 15 mM Na Hydrogenphosphat, 15 raM Na 
Formiat, 30 mM Na Acetat, pH 5.0, 50 mM NaCl verwendet. Die Elution erfolgte iiber einen 
linearen Salzgradienten von 50 mM NaCl bis 600 mM NaCl im Laufpuffer. Das gereinigte pl2 
5 wurde anschlieCend zur Lagerung gegen 50 mM Tris pH 8.5, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA oder 
PBS dialysiert, in Aliquots in N 2 gefroren und bei -20°C gelagert. 

6. Biotinylierung von pi 2: Zur Biotinylierung des pl2 Proteins wurden entweder EZ- 
Link™Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin oder EZ-Link™TFP-PEO-Biotin von Pierce, USA verwendet 

10 und die Biotinylierung nach den vom Hersteller angegebenen Vorschriften durchgefuhrt. Dabei 
wurden fur die Biotinylierung ca. 30 Molekule Biotin pro pl2-Trimer eingesetzt. Die Kopplung 
von Biotin wurde anschlieCend mit dem HABA-Assay (Savage MD, Mattson G, Desai S, 
Nielander GW, Morgensen S und Conklin EJ, 1992, Avidin-Biotin Chemistry: A Handbook, 
Pierce, Illinois) uberpruft und quantifiziert. Durchschnittlich wurden letztendlich 5-10 Molekule 

1 5 Biotin pro p 1 2-Trimer gebunden. 

7. Zur Biotinylierung des N-terminal eingefuhrten Cysteins wurde EZ-Link™-PEO- 
Maleiimid-Biotin und EZ-Link™PEO-Iodoacetyl-Biotin von Pierce, USA nach Vorschrift des 
Herstellers eingesetzt. Die Reaktion wurde wie unter 5 beschrieben uberprtift. 

20 

8. Biotinylierung des Bakteriophagen T4: Der Bakteriophage wurde nach Bachrach U und 
Friedmann A (1971) Practical procedures for the purification of bacterial viruses, Appl 
Microbiol 22: 706-715, gereinigt. Der gereinigte Phage wurde gegen PBS dialysiert und mit EZ- 
Link™Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin oder EZ-Link™TFP-PEO-Biotin von Pierce, USA nach 

25 Angaben des Herstellers in einem Verhaltnis von 100-100000 Biotinmolekiilen pro Phage 
markiert. 

9. pl2-abhangige Ernte von E.coli nach dem 1-Schritt-Verfahren und dem 2-Schritt- 
Verfahren (Fig. 1): Bei der Bindung nach dem 1-Schritt-Verfahren (VC) wurde das N-Strep- 

30 pl2 Protein lh mit den magnetischen Streptavidinbeads (10 |ig Protein / 50 ul 1% Beads) 
inkubiert und die Beads wurden anschlieCend 3x mit PBST gewaschen. Fur die Zellbindung 
wurden je 200 ul einer 1 zu 10 in LB verdiinnten E.coli UN-Kultur E.coli Kultur (ca. 1 x 10 8 
Zellen/ml) pro well in einer Mikrotiterplatte mit 10 u.1 der N-Strep-pl2 beschichteten Beads 
vermischt und fur verschiedene Zeiten (Fig. 1) bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Beads 
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rait den gebundenen Zellen mittels eines Magnetseparators (Bilatec AG, Mannheim) fur 3-5 min 
an der Wandung der wells konzentriert. Die Beads wurden 3x mit PBST gewaschen. und 
anschlieflend wurde die B-Galactosidaseaktivitat (Apte SC et al. s 1995, Water res. 29, 1803-06) 
der an den Beads verbliebenen Zellen ermittelt. Bei der Bindung nach dem 2-Schritt-Verfahren 
5 wurde eine 1 :10 Verdunnung einer E.coli UN-Kultur E.coli Kultur (ca. 1 x 10 s Zellen/ml) fur 1 
h (in weiteren Versuchen fur 1 min, 3 min, 10 min, 30 min) mit dem N-Strep-pl2 Protein (10 ug 
Protein / ml Zellsuspension) bei RT inkubiert. Anschlieflend wurden 200 ul des Protein- 
Zellgemisches zu 10 ul 1% magnetischer Streptavidinbeads gegeben und fur die in der Fig.l 
angegebenen Zeiten bei RT inkubiert. Zur Ermittlung der gebundenen Zellen wurde im weiteren 
10 wie mit dem 1-Scbritt-Verfahren verfahren. 

10. T4 abhangige Bindung von E.coli nach dem 1-Schritt- Verfahren (VC) und nach dem 2- 
Schritt- Verfahren (VIK) (Fig. 2). Bei der Bindung nach dem 1-Schritt-Verfahren (VC) wurde 
der biotinylierte Phage T4 (100 Biotinmolekule / Phage) flir 1 h an 1% Streptavidin-Beads 

15 gebunden (10 10 PFU / ml 1% Beads) und die Beads wurden anschlieBend 3x mit PBST 
gewaschen. Nach der Zellbindung (25 ul Phagenbeads /ml Zellsuspension) fur 2h wurden die 
Beads gewaschen und die gebundenen E.coli iiber die B-Galactosidaseaktivitat nachgewiesen 
(Angaben in relativen Einheiten). Bei der Bindung nach dem 2-Schritt-Verfahren (VIK) wurden 
die Zellen mit dem biotinylierten Phagen fur lh inkubiert ( 2.5 10 8 PFU / ml Zellsuspension) und 

20 die Mischung anschlieflend fur 2h mit den Streptavidin-Beads (25 ul 1% Beads/ ml 
Zellsuspension) inkubiert. Das weitere Vorgehen war wie beim 1-Schritt- Verfahren. Wahrend 
der Dauer der Inkubation von Phage und Bakterien wurden dem Medium die Antibiotika 
Rifampicin (25 ug/ml), Chloramphenicol (25 ug / ml) und Tetracyclin (2 ug / ml) zugesetzt. 

25 11. Ernte von E.coli Zellen nach dem 2-Schritt-Verfahren aus verschiedenen 
Wachstumsmedien (Fig. 3): Die E.coli Stamme LE392 und JM83 wurden UN in dem jeweiligen 
Medium angezogen. Zu 200 ul Zellsuspension wurde N-Strep-pl2 (10 ug / ml Zellsuspension) 
gegeben. Nach 5 min Inkubation bei RT wurden 10 ul 1% Streptavidinbeads zugegeben, 
vermischt durch 3maliges Aufziehen mit der Pipette und weitere 5 min bei RT inkubiert. 

30 Anschlieflend wurden die Bakterien-Beads-Komplexe mittels des o.a. Magnetseparators fur 3-5 
min abgezogen und die im Uberstand verbliebenen Zellen wurden iiber die Streuung des 
Uberstandes bei 600 run bestiramt. 

12. Plasmidisolierung aus E.coli nach Zellemte tiber das 2-Schritt- Verfahren (Fig. 4). Je 300 

20 
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pi einer E.coli ON-Kultur, die das Plasmid pUC19 beinhaltet, wurde nach dem 2-Schritt- 
Verfahren wie unter 9 beschrieben abgeerntet. Nach Abzug der Zellen mittels des o.a. 
Magnetseparators wurde aus den Zellen das Plasmid einmal ttber ein 
Festphasenextracktionsverfahren (QIAprep, Qiagen, Hilden) und auch iiber ein Verfahren mit 
5 magnetischen Beads (Bilatec, Mannheim) nach den Angaben der Hersteller isoliert, 

13. Anreicherung von E.coli Zellen aus 10 ml Kulturvolumen iiber N-Strep-pl2 und iiber den 
biotinylierten Bakteriophagen T4-bio nach dem 2-Schritt- Verfahren (Fig. 5): Zur Anreicherung 
mit N-Strep-pl2 wurden 10 ml E.coli Kulturen mit 10 9 , 10 8 und 10 7 Zellen pro ml mit 30 pg, 

10 bzw. jeweils 6 pg Protein versetzt und lh bei 37°C gerollt. Zur Anreicherung mit T4-bio wurden 
10 ml Kulturen mit 10 9 , 10 s und 10 7 Zellen pro ml mit jeweils 10 10 T4-bio Phagen und 10 pg 
Rifampicin / ml und 2 pg Tetracyclin / ml versetzt und lh bei 37°C gerollt, AnschlieBend wurde 
zu den Ansatzen 100 pi 1% magnetische Streptavidinbeads gegeben und fur eine weitere Stunde 
gerollt. Mittels eines Magneten (ABgene, Hamburg) wurden die an die magnetischen Beads 

15 gebundenen Zellen abgetrennt, 3x mit PBST gewaschen und iiber ihre Ji-Galactosidaseaktivitat 
nachgewiesen. 

14. Lebend-Ernte von E.coli iiber das 2-Schritt- Verfahren mit biotinyliertem pi 2 (Fig. 6): 
E.coli Zellen (200 pi einer Kultur) wurden nach dem 2-Schrittverfahren wie in Beispiel 9 

20 geemtet (10 pg biotinyliertes pl2 / ml Zellkultur und 10 pi 1% StreptavidinBeads / ml 
Zellkultur) und die Beads 2x mit PBST gewaschen. AnschlieBend wurde die G-Galactosidase- 
Aktivitat bestimmt und das Wachstum der Zellen nach 2h uber die Streuung bei 600 nm im 
Photometer bestimmt. 

25 15. Selektivitat der N-Strep-pl2-abhangigen Emte (Fig. 7 und 8): Je 200 pi einer ON-Kultur 
von verschiedenen E.coli Stammen (Fig. 7) sowie von verschiedenen Bakterienstammen (Fig. 8) 
wurden nach dem 2-Schritt- Verfahren (wie in Beispiel 9 beschrieben) abgeerntet. Nach 
Konzentration der Beads im Magnetseparator wurde die abgeerntete Zellmenge iiber die 
Streuung des Uberstandes bei 600nm bestimmt. 

30 

16. Selektive Bindung von E.coli an magnetische Streptavidinbeads iiber T4-bio und 
Nachweis von E.coli uber FITC-markiertes pl2 (Fig. 9). Das pl2 Protein wurde mit FITC 
(Molecular Probes, Leiden) gemalj den Angaben des Herstellers markiert und gegen PBS 
dialysiert. Zu einer Mischkultur (ca. 10 8 " 9 Zellen / ml) aus E.coli und Serratia marcescens wurde 
35 FITC-markiertes pl2 gegeben (5 pg / ml). Nach 5 min Inkubation bei RT im Dunklen wurden 
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10 9 T4-bio Phagen und Rifampicin (10 ug / ml), Chloramphenicol (25 [ig / ml) und Tetracyclin 
(2 ug /ml) zugegeben. Als Kontrolle wurde nicht biotinylierter T4 Phage eingesetzt. Nach 
Inkubation fur 10 min wurden 1% Streptavidin Beads (10 \xl I ml) zugegeben und die Ansatze 
wurden unter dem Mikroskop betrachtet (Fig. 9). 

5 

17. Bestimmung der Nachweisgrenze for die N-Strep-pl2 abhangige Isolierung von E.coli 
Zellen nach dem 2-Schritt-Verfahren (Fig. 10): Je 300 ul von Verdiinnungen einer E.coli UN- 
Kultur (10 2 -10 5 Zellen / ml ) wurden in Mikrotiterplatten mit N-Strep-pl2 (10 ug Protein / ml ) 
fur lh inkubiert. AnschlieBend wurden magnetische Streptavidinbeads (100 jil 1% Beads / ml) 

10 zugegeben, gemischt und die gebundenen Zellen mittels eines Magneten (Bilatek, Mannheim) 
pelletiert. Die Beads wurden 3x mit PBST gewaschen. Der Nachweis der E.coli Zellen erfolgte 
iiber Fluoreszenz- und Lumineszenz-Substrate fur die 8-Galactosidase. 

18. Chemische Kopplung von T4pl2 an magnetische Beads (Fig. 11): 150 ul l%iger 
15 magnetischer Beads (EM2- 100/40, Merck Eurolab, France) wurden 3x mit 10 mM 

Natriumphosphatpuffer, pH 6 gewaschen und in 40 ul des Puffers aufgenommen. Nach Zugabe 
von 120 \il EDC-L6sung (l-Ethly-3-(3Dimethylaminopropyl)carbodiimide) (30 mg / ml) und 
Inkubation fur 5 min bei RT wurden 160 ul T4pl2 Losung (0.7 mg Protein / ml 10 mM 
Natriumphosphatpuffer, pH 6) zupipettiert, gemischt und der Ansatz 2 h bei RT inkubiert. Durch 

20 Zumischung von 1 Volumen 0.2 M Tris-HCl, pH 7, 0,05% Tween 20, wurde die Reaktion UN 
bei 4°C abgestoppt. AnschlieBend wurden die Beads 4x mit PBST gewaschen und mit PBST auf 
1% eingestellt. Die Kopplung von pi 2 an die Beads wurde mittels eines pl2-spezifischen 
Antiserums getestet. Die Bindeaktivitat der pl2-Beads wurde iiber die Bindung von E.coli Zellen 
nach dem 1-Schritt-Verfahren ermittelt. Hierfur wurden 3 ul 1% pl2-Beads mit 200 ul einer 

25 hundertfach verdunnten E.coli UN-Kultur (ca. 1 x 10 7 Zellen/ml) 5 min inkubiert, 3x mit PBST 
gewaschen und die gebundenen Zellen wurden iiber ihre B-Galactosidaseaktivitat nachgewiesen 
(Fig- 11). 

19. Adsorption von pl2 an verschiedene magnetische Polyvinylalkohol (PVA) Beads (Fig. 
30 12): 200 ul 2%ige PVA Beads (Chemagen AG, Baesweiler) wurden mit unterschiedlichen 

Mengen T4pl2 (0-5 ug Protein / mg Beads) in 100 mM TrisHCl, pH 8, 1 mM EDTA, 200 mM 
NaCl UN bei 37 C C inkubiert. AnschlieBend wurden die Beads 2x mit PBST gewaschen und in 
PBS auf 2% aufgenommen. Die funktionale Bindung von T4pl2 an die Beads wurde iiber die 
Bindung von E.coli Zellen ermittelt. Hierzu wurden 200 ul einer E.coli UN-Kultur mit 10 ul 



WO 03/000888 PCT/DE02/02302 

pl2-Beads vermischt und 5 min bei RT inkubiert. Nach Abzug der gebundenen Zellen wurde die 
Streuung des Oberstandes bei 600 nm vertnessen und zur Streuung der E.coli Kultur vor Zugabe 
der Beads in Relation gesetzt 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur selektiven Aufreinigung von Bakterienzellen oder Zellbestandteilen, 
utnfassend die folgenden Schritte: 

5 a) In Kontakt bringen von einer Bakterienzellen oder Zellbestandteile enthaltenden Probe mit 
Bakteriophagen und/oder Bakteriophagenproteinen, 

b) anschlieBende Inkubation der Probe, enthaltend die Bakterienzellen oder Zellbestandteile 
und die Bakteriophagen und/oder Bakteriophagenproteine, mit einem festen Trager, wobei 
der feste Trager eine oder mehrere verschiedene auf seiner Oberflache die Bakterien 

1 0 und/oder Bakteriophagenproteine bindende Kopplungsgruppe(n) aufweist, 

c) Trennen des festen Tragers mit den daran tiber die Bakteriophagen und/oder 
Bakteriophagenproteine gebundenen Bakterienzellen oder Zellbestandteilen von der Probe. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Kopplungsgruppe ein Lektin, Rezeptor oder 
15 Anticalin ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Kopplungsgmppe ein Streptavidin oder Avidin ist 
und die Bakteriophagenproteine mit Biotin oder einem Strep-Tag gekoppelt sind. 

20 4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei der feste Trager ein Magnetpartikel, 
Agarosepartikel, Glaspartikel, Luminexpartikel, ReaktionsgefaC oder eine Mikrotiterplatte 
ist. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei zwei oder mehr verschiedene 
25 Bakteriophagen und/oder Bakteriophagenproteine zugegeben werden. 

6. Verfahren zur selektiven Aufreinigung von Bakterienzellen oder Zellbestandteilen, 
umfassend die folgenden Schritte: 

a) In Kontakt bringen von einer Bakterienzellen und/oder Zellbestandteilen enthaltenden 
30 Probe mit einem Magnetpartikel, auf dessen Oberflache Bakteriophagen und/oder 

Bakteriophagenproteine aufgebracht sind, 

b) Abtrennen des Magnetpartikels mit den daran gebundenen Bakterienzellen und/oder 
Zellbestandteilen von der Probe. 
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7. Magnetpartikel beschichtet mit Bakteriophagen und/oder Bakteriophagenproteinen. 

8. Magnetpartikel nach Anspruch 7, wobei die Bakteriophagen und/oder die 
Bakteriophagenproteine ausgewahlt sind aus der Gruppe 

5 

Odr, 10tur, L2, L51, M1. MVG51, MV-L1, 01, SpV1, V1, V1, V2, V4, V5, 108/016, 119, 29, 37, 43, 
51, 59.1, A1-Dat, Aeh2, Bir, M1, MSP8, 0115-A, 015OA, 031C, P-a-1, PhiC, R1, R2, SK1, SV2, VP5. 
Ap3, Ap4, Mm1, Mm3, Mm4, Mm5, phiUW 51, 43, 44RR2.8t, 65, Aeh1, PM1, PMBNV6, PS8. psi, 
PT1 1 , 8764, A5/A6, A6, PM2, W1 1 , W2, W4, W7, 1 A, alpha, AP50, BLE, F, G, GA-1 , li, IPy-1, morl . 

10 MP13, MP15, 0105, 029 (phi 29), 0NS11, PBP1, PBS1, SP10, SP15, SP3, SP8, SPP1, SPfl, SPy-2, 

SST, type,168, W23, SP50, W23, SP01, MAC-1. MAC-2, MAC-4, MAC-5, MAC-7, Tb, 
0Cb12r,0Cb2, 0Cb23r, eCb4, 0Cb5, 0Cb8r, 0Cb9, 0CPI8, 0CP2, 0Cr14, 0Cr28, 011, 013, 02, 
03, 05, 06, 08, 1, .phi.CPGI, CelJ, F1, HM2, HM3, HM7, 7/26, A, A19, AN25S-1, Arp, AS-1, BL3, 
CONX, MT, N1, 0A8O1O, S-6(L), fiA4(L), AC-1, LPP-1, S-2L, S-4L, SM-1, P1, T1, Tula, Tulb. 

15 Tull.103 , 107, 109, 2D/13, Ae2, alphalO, alpha3, BE/1, BF23, dA, deltal, delta6, da3, d04, d05, 

Ec9, eta8, f1, fd, G13, G14, G4, G6, HK022, HK97, HR, lambda, M13, M13mp18, M20, MM, MS2, 
Mu, 01. 080, 0A, 0R, 0X174, PA-2, P1, P1D, P2, P22, Qli, R17, S13, St-1, T1, T2, T3, T4, T5, T6, 
T7.WA/1.WF/1, WW/1,zeta3, ZG/2.ZJ/2. C21.omega8, U3, chi, FC3-9, p2, 01, 11F, 121, 1412, 3, 
3T+, 50, 5845, 66F, 7480b, 8893, 9, 9266. a1. alpha15, b4, B6, B7, Beccles, BZ13, C-1, C16, C2, C- 

20 2, DdVI, Esc-7-11, f2, fcan. Fl, Folac, fr, GA, H, H-19J, I2-2, lalpha, iD2. If1, If2, Ike, JP34, JP501, 

K19, KU1, M, M11, M12, MS2, NL95. 092, 0I, 0Ji, Omega8, pilHalpha, PR64FS, PRD1, PST, PTB. 
R, R17, R23, R34, sd, SF, SMB. SMP2, SP, II, ST, tau, tf-1, TH1, TW18, TW28, Vill, VK, W31, X, Y, 
ZG/1, ZIK/1, ZJ/1, ZL/3, ZS/3, AP3, C3:, 1b6, 223, fri, hv, hw222a. 0FSW, PL-1, yS, 1, 643, c2, kh, 
ml3, P008, P127, 1358, 1483, 936, 949, BK5-T, c2, KSY1, P001, P008, P107, P335, P034, P087, 

25 pro2, 4211, psi M2 (HW2), N1, N5, BM, C3, L3, 13, lacticola, Leo, 017, R1-Myb, N13, N18, N24, 

N26, N36, N4, N5, X1, X10, X24, X3, X5, X6, D3, D4, 22, 32, AU, C-2, P1, P2, P3, P4, Phi CT, phi 
CTX, PB-1, 12S, 7s, D3, F116, gh-1, gh-1, Kf1, M6, 01, 0KZ, aW-14, Pf1, W3, 2, 16-2-12, 2, 317, 5, 
7-7-7, CM1, CT4, m, NM1, NT2, 02037/1, 02042, 0gal-1-R, WT1, Mp1, MP2, W1, epsilon15, Felix 
01, 16-19, 7-11, H-19J, Jersey, N4, SasL1, Vil, ZG/3A, San21, A3, A4, P22, 4, C1/TS2, Sp1, 107, 

30 187, 2848A, 3A, 44AHJD, 6, 77, B11-M15, Twort, 182, 2BV, A25, A25-24, A25-omega8, A25-PE1, 

A25-VD13, CP-1, Cvir, H39, P23, P26, phi A.streptomycini III, phi8238, phiC31, 31, S2, S3, S4, S6, 
S7, SH10, Tb1, Tb2, Ts1, 06N-22P, 06N-58P, 06N-58P, 4996, alpha3alpha, I, II, 111, IV, kappa, nt-1, 
OXN-100P. OXN-52P, v6, Vf12, Vf33, VP1, VP11, VP3, VP5, X29, Cf, Cf1t, RR66, 8/C239, 
phiYe03-12, YerA41. 
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9. Magnetpartikel nach Anspruch 7 oder 8 mit einem Durchmesser von etwa 0,5 bis etwa 4 um 
oder etwa 0,8 bis etwa 1,8 um. 

10. Bakteriophagenprotein, umfassend einen Strep-Tag oder einen His-Tag. 
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11. Bakteriophagenprotein nach Anspruch 10, wobei der Tag eine Aminosauresequenz geraafi 
SEQ ED NO: 5, 6 oder 7 aufweist. 

5 12. Bakteriophagenprotein nach Anspruch 10 oder 11, wobei das Bakteriophagenprotein das 
pl2-Protein des Phagen T4 ist. 

13. Bakteriophagenprotein nach einem der Anspriiche 10 bis 12, wobei das 
Bakteriophagenprotein mittels DNA-Rekombinationstechnik hergestellt ist. 

10 

14. Nukleinsaure codierend ein Bakteriophagenprotein nach einem der Anspriiche 10 bis 13. 

15. Aminosaure mit einer Sequenz gemafi SEQ ID NO: 6, 7 oder 8. 

15 16. Verwendung der Magnetpartikel nach einem der Anspriiche 7 bis 9 oder der 
Bakteriophagenproteine nach einem der Anspriiche 10 bis 13 zur Isolierung von 
Nukleinsauren, insbesondere zur Plasmidpraparation, von Zellbestandteilen, insbesondere 
von Lipopolysacchariden, Endotoxinen oder Exopolysacchariden. 

20 17. Kit zur Aufreinigung von Bakterienzellen und/oder Zellbestandteilen, umfassend die 
Magnetpartikel nach einem der Anspriiche 7 bis 9 und/oder der Bakteriophagenproteine 
nach einem der Anspriiche 10 bis 13. 

25 
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Fig. 3 
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Figur 5 
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Figur 6 
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Fig. 7 
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Figur 10 
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Figur 9 
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Figur 1 1 
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5 



SEQUENCE LISTING 



<110> PROFOS AG 

<120> Verfahren zur Auf reinigung von Bakterienzellen und Zellbestandteilen 

<130> PRO-004 PCT 

10 <150> DE 101 29 815 



<151> 2001-06-24 



15 



<160> 8 



<170> Patent In version 3.1 



<210> 1 
20 <211> 78 
<212> DNA 

<213> kunstlich hergestellte Sequenz 
<i00> 1 

25 gaaggaacta gtcatatggc tagctggagc cacccgcagt tcgaaaaagg cgccagtaat 60 
aatacatatc aacacgtt 78 



30 <210> 2 
<211> 54 
<212> DNA 

<213> kiinstlich hergestellte Sequenz 
35 <400> 2 

acgcgcaaag cttgtcgacg gatcctatca fctcttttacc ttaattatgt agtt 54 



<210> 3 
40 <211> 78 
<212> DNA 

<213> kunstlich hergestellte Sequenz 

1 
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<400> 3 

gaaggaacta gtcatatggc ttgttggagc cacccgcagt tcgaaaaagg cgccagtaat 60 
aatacatatc aacacgtt 78 



<21Q> 4 
<211> 7B 
<212> DNA 

10 <213> kiinstlich hergestellte Sequenz 
<400> 4 

gaaggaacta gtcatatggc tagctggagc cacccgcagt tcgaaaaagg cgcctgtaat 60 
15 aatacatatc aacacgtt 78 



<210> 5 

<21i> 19 

20 <212> PRT 

<213> kunstlich hergestellte Sequenz 

<400> 5 

25 Met Ala Ser Trp Ser His Pro Gin Phe Glu Lys Gly Ala Ser Asn Asn 
15 10 15 

Thr Tyr Gin 



30 



35 



40 



<210> 6 

<211> 19 

<212> PRT 

<213> kunstlich hergestellte Sequenz 

<400> 6 

Met Ala Cys Trp Ser His Pro Gin Phe Glu Lys Gly Ala Ser Asn Asn 
1 5 10 15 

Thr Tyr Gin 
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<210> 7 
<211> 19 
<212> PRT 

<213> kunstlich hergestellte Sequenz 
<400> 7 

Met Ala Ser Trp Ser His Pro Gin Phe Glu Lys Gly Ala Cys Asn Asn 
15 10 15 

Thr Tyr Gin 

<210> 8 

<211> 539 

<212> PRT 

<213> lrimstlich hergestellte Sequenz 



<400> 8 

Met Ala Ser Trp Ser His Pro Gin 
1 5 

Thr Tyr Gin Hia Val Ser Asn Glu 
20 

Thr Asp Thr Asn Phe Pro Pro Glu 
35 40 

Ala Ala lie Ser Pro Ala Gly Val 
50 55 

Thr Thr Lys Gly lie Leu Phe Leu 
65 70 

Gly Thr Asn Asn Thr Lys Ala Val 
85 



Phe Glu Lys Gly Ala Ser Asn Asn 
10 IS 

Ser Arg Tyr Val Lys Phe Asp Pro 
25 30 

lie Thr Asp Val Gin Ala Ala He 
45 

Asn Gly Val Pro Asp Ala Ser Ser 
60 

Ala Thr Glu Gin Glu Val He Asp 
75 80 

Thr Pro Ala Thr Leu Ala Thr Arg 
90 95 



Leu Ser Tyr Pro Asn Ala Thr Glu Ala Val Tyr Gly Leu Thr Arg Tyr 
100 105 110 



Ser Thr Asp Asp Glu Ala He Ala Gly Val Asn Asn Glu Ser Ser He 
115 120 125 
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Thr Pro Ala Lys Phe Thr Val Ala Leu Asn Asn Val Phe Glu Thr Arg 
130 135 140 

Val Ser Thr Glu Ser Ser Asn Gly Val lie Lys lie Ser Ser Leu Pro 
5 145 150 155 160 

Gin Ala Leu Ala Gly Ala Asp Asp Thr Thr Ala Met Thr Pro Leu Lys 
165 170 175 

10 Thr Gin Gin Leu Ala Val Lys Leu lie Ala Gin lie Ala Pro Ser Lys 
180 185 190 

Asn Ala Ala Thr Glu Ser Glu Gin Gly Val lie Gin Leu Ala Thr Val 
195 200 205 

15 

Ala Gin Ala Arg Gin Gly Thr Leu Arg Glu Gly Tyr Ala lie Ser Pro 
210 215 220 

Tyr Thr Phe Met Asn Ser Thr Ala Thr Glu Glu Tyr Lys Gly Val lie 
20 225 230 235 240 

Lys Leu Gly Thr Gin Ser Glu Val Asn Ser Asn Asn Ala Ser Val Ala 
245 250 255 

25 Val Thr Gly Ala Thr Leu Asn Gly Arg Gly Ser Thr Thr Ser Met Arg 
260 265 270 

Gly Val Val Lys Leu Thr Thr Thr Ala Gly Ser Gin Ser Gly Gly Asp 
275 280 285 

30 

Ala Ser Ser Ala Leu Ala Trp Asn Ala Asp Val lie His Gin Arg Gly 
290 295 300 

Gly Gin Thr lie Asn Gly Thr Leu Arg lie Asn Asn Thr Leu Thr He 
35 305 310 315 320 

Ala Ser Gly Gly Ala Asn He Thr Gly Thr Val Asn Met Thr Gly Gly 
325 330 335 



40 Tyr He Gin Gly Lys Arg Val Val Thr Gin Asn Glu He Asp Arg Thr 
340 345 350 
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lie Pro Val Gly Ala- lie Met Met Trp Ala Ala Asp Ser Leu Pro Ser 
355 360 365 

Asp Ala Trp Arg Phe Cys His Gly Gly Thr Val Ser Ala Ser Asp Cys 
370 375 380 

Pro Leu Tyr Ala Ser Arg lie Gly Thr Arg Tyr Gly Gly Ser Ser Ser 
385 390 395 400 

Asn Pro Gly Leu Pro Asp Met Arg Gly Leu Phe Val Arg Gly Ser Gly 
405 410. 415 

Arg Gly Ser His Leu Thr Asn Pro Asn Val Asn Gly Asn Asp Gin Phe 
420 425 430 

Gly Lys Pro Arg Leu Gly Val Gly Cys Thr Gly Gly Tyr Val Gly Glu 
435 440 445 

Val Gin Lys Gin Gin Met Ser Tyr His Lys His Ala Gly Gly Phe Gly 
450 455 460 

Glu Tyr Asp Asp Ser Gly Ala Phe Gly Asn Thr Arg Arg Ser Asn Phe 
465 470 475 480 

Val Gly Thr Arg Lya Gly Leu Asp Trp Asp Asn Arg Ser Tyr Phe Thr 
485 490 495 

Asn Asp Gly Tyr Glu lie Asp Pro Ala Ser Gin Arg Asn Ser Arg Tyr 
500 505 510 

Thr Leu Asn Arg Pro Glu Leu He Gly Asn Glu Thr Arg Pro Trp Asn 
515 520 525 



He Ser Leu Asn Tyr He He Lys Val Lys Glu 
530 535 
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O (5 4 ) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR AUFREEJIGUNG VON BAKTEIUENZELLEN UND ZELLBESTANDTEILEN 



(57) Abstract: The invention relates to a method for selectively separating bacterial cells and/or cell components, whereby the 
O separation is carried out using a solid support. 
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